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 i 
Résumé 
Les champignons endophytes sont des organismes qui vivent à l’intérieur de plantes sans 
causer de symptômes de maladie apparents. Ils sont trouvés dans virtuellement toutes plante, 
et la nature des interactions peut aller de mutualiste à pathogène dépendant des conditions. La 
diversité et la structure des communautés des champignons endophytes dans les plantes 
poussant en milieu extrêmement pollué, ainsi que leur rôle potentiel pour améliorer la 
phytorémédiation, demeurent peu compris. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés aux 
communautés de champignons endophytes de racines de deux espèces de plantes (Eleocharis 
erythropoda et Populus sp.). Ces espèces poussaient de manière spontanée dans trois bassins 
de sédimentation d’un ancienne usine pétro-chimique ayant des niveaux de contaminations 
différents, en utilisant à la fois une approche d’isolation d’organisme ainsi que des analyses de 
pyroséquençage de l’ITS d’ADN ribosomal. 
Nos résultats indiquent que les niveaux de contamination ont un effet significatif sur la 
composition taxonomique des champignons endophytes des racines de E. erythropoda. Une 
majorité des données de séquences appartiennent à la classe des Dothideomycetes dans les 
échantillons de forte concentration en hydrocarbures pétroliers, dont une majorité appartient 
au genre Alternaria. La comparaison des données d’isolation et de pyroséquençage suggère 
que l’isolation de souches ne permet pas l’obtention des souches les plus représentées dans les 
données de pyroséquençage. 
Ces résultats pourront potentiellement aider à l’élaboration de stratégies pour améliorer 
la phytorémédiation en utilisant les champignons endophytes. 
Mots-clés : champignons, endophytes, contamination en hydrocarbures, pyroséquençage, 
structures de communautés, Eleocharis erythropoda, Populus
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Abstract 
Endophytic fungi are organisms that live inside plant tissues without any apparent 
disease symptoms. They are found in virtually all plant species and their interactions can vary 
widely from mutualism to parasitism depending chiefly on environmental conditions and 
stresses. The diversity and community structure of fungal endophytes in extremely polluted 
sites and their role in phytoremediation remain largely unexplored. In this study we 
investigated the community structure of endophytic fungi in roots of two plant species 
(Eleocharis eryhtropoda and Populus sp.) growing spontaneously in three petroleum-
contaminated sedimentation basins of a former petro-chemical plant with different 
contamination levels. We used both a culture-dependent method of strain isolation as well as a 
culture-independent method of pyrosequencing of ITS ribosomal DNA. 
Our results indicate that levels of contamination shape the taxonomic composition of 
endophytic fungi in E. erythropoda roots. A majority of the reads belonged to the 
Dothydeomycetes class in smaples from high petroleum-hydrocarbon levels, with the 
Alternaria genus accounting for the majority of these reads. In addition comparison between 
culture-dependent and -independent methods showed that strain isolation does not promote the 
most abundant species found in pyrosequencing. 
This could help to develop strategies for improving phytoremediation using fungal 
endophytes. 
Keywords : fungi, endophytes, petroleum-hydrocarbon contamination, pyrosequencing, 
community structures, Eleocharis erythropoda, Populus 
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Introduction 
 
I. Les organismes endophytes 
 
I.1 Définition d'un organisme endophyte 
Au sens littéraire, un endophyte est un organisme qui vit à l'intérieur d'une plante (du 
Grec endon = dans, et phyton = plante). Les endophytes recouvrent une grande variété 
d'organismes colonisateurs et colonisés. On parle essentiellement de bactéries (Kobayashi & 
Palumbo, 2000) et de champignons endophytes (Stone et al., 2000), mais on peut aussi 
retrouver des algues (Peters, 1991) et des insectes (Feller, 1995) considérés comme 
endophytes. 
Des champignons et bactéries endophytes ont été retrouvés dans virtuellement toutes 
les plantes étudiées rendant universelle la colonisation des plantes par les endophytes, attestant 
d'un large spectre d'individus colonisés et capables de faire de la colonisation (Schulz & 
Boyle, 2005; Hyde & Soytong, 2008). 
 
La définition d'un endophyte laisse place à un débat. Le sens du terme a évolué depuis 
les premières descriptions de ces organismes (De Bary, 1866) et continue encore d'évoluer. 
Cependant la proposition majoritairement acceptée décrit qu'un endophyte est un organisme 
qui peut être détecté à un moment donné à l'intérieur des tissus de la plante hôte et ne causant 
pas de symptômes de maladies apparents (Petrini, 1991; Wilson, 1995; Stone et al., 2000; 
Schulz & Boyle, 2005). Selon les auteurs, une distinction peut être faite entre les interactions 
mycorhiziennes et les interactions endophytes, car ces dernières ne possèdent pas d'interface 
avec des hyphes spécialisés présents chez la plupart des mycorhizes (Brundrett, 2004). 
Cette définition prend ainsi en compte la variabilité des interactions entre les 
endophytes et la plante. On retrouve un large éventail d'interactions tels que le mutualisme 
(Sieber, 2002) où l'hôte et le colonisateur retirent un bénéfice de l'interaction, le parasitisme 
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(Kogel et al., 2006; Paszkowski, 2006) où l'endophyte vit au détriment de son hôte sans 
symptôme apparent, ainsi que les pathogènes latents (Schulz et al., 2006). 
 
La colonisation peut toucher tous les organes de la plante: système racinaire, tiges, 
feuilles (Petrini, 1991; Schulz et al., 1993; Saikkonen et al., 1998; Stone et al., 2000; Schulz 
& Boyle, 2005; Schulz et al., 2006; Silvani et al., 2008). Les organismes endophytes peuvent 
être adaptés spécifiquement à un organe de leur hôte. C'est le cas par exemple des 
champignons à hyphes septées noires (dark septate endophytes [DSE]), un groupe de 
champignons endophytes que l'on retrouve exclusivement associés aux racines de nombreuses 
plantes (Jumpponen & Trappe, 1998), ou encore de Phyllosticta multicorniculata qui est 
associé aux aiguilles de Abies balsamea (Petrini, 1996). D'autres peuvent aussi affecter le 
système racinaire et aérien tel Fusarium moniliforme (Bacon & Hinton, 1996). 
De même que les endophytes peuvent coloniser un organe particulier de la plante, le 
spectre de plantes qu'ils peuvent coloniser peut varier entre les différentes souches 
considérées. Certains endophytes auront ainsi la capacité de coloniser de manière ubiquitaire 
les plantes présentes dans leur milieu, ou auront une préférence de leur hôte (Petrini, 1996; 
Stone et al., 2000; Cohen, 2004). Certains parleront de spécificité d'hôte, bien que cela 
implique l'adaptation de coloniser seulement un hôte particulier (Zhou & Hyde, 2001; Schulz 
& Boyle, 2005). 
 
I.2 Limites de la définition 
Comme mentionné précédemment, la définition des organismes endophytes fait débat. 
La définition apportée a aussi ses limites. 
Des études portant sur les communautés des organismes épiphytes (vivant sur les 
parois externes de l'hôte) et les communautés endophytes révèlent des différences 
significatives de ces populations, même si elles se trouvent très proches physiquement l'une de 
l'autre (Legault et al., 1989; Santamaria & Bayman, 2005; Porras-Alfaro & Bayman, 2011). 
Une zone grise existe ainsi dans l'identification et l'isolation d'organismes endophytes. 
La distinction entre les deux peut être faite de manière arbitraire, en effet certains endophytes 
peuvent requérir une phase de croissance sur l'organe à coloniser avant de devenir endophytes 
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(Porras-Alfaro & Bayman, 2011). De ce fait, il peut être difficile de caractériser de manière 
précise de tels organismes. D'autre part dans l'éventualité où un organe colonisé par un 
endophyte subit un stress (blessure d'une racine, d'une feuille ou encore d'une tige par 
exemple), l'endophyte peut se retrouver en situation d'épiphyte, même si celui-ci ne requiert 
pas de phase épiphyte dans sa stratégie de colonisation (Saikkonen et al., 2004; Porras-Alfaro 
& Bayman, 2011). 
 
II. Interactions plante-endophyte 
 
II.1 Différentes stratégies de vie 
La colonisation d'une plante par un endophyte est le résultat de multiples stratégies de 
vie, différentes d'un organisme à l'autre. Malgré la très grande variété d'organismes 
endophytes, peu de choses sont connues sur les raisons de la colonisation, ainsi que 
l'importance d'une phase endophyte dans leur cycle de vie (Schulz & Boyle, 2005). 
Selon les auteurs, les endophytes peuvent être classés dans deux grands groupes: les 
endophytes associés aux graminées, dits clavicipitaléens (clavicipitalean) ou balansiacées 
(balansiaceous) selon les auteurs, et ceux associés aux autres plantes, les non-clavicipitaléens 
ou non-balansiacées (Schulz & Boyle, 2005; Hyde & Soytong, 2008). Ils sont aussi appelés 
endophytes de class 1 (Rodriguez et al., 2009). 
Les effets associés aux endophytes des graminées sont généralement mieux connus que 
les effets des endophytes des plantes non herbacées (Hyde & Soytong, 2008). On retrouve 
dans ce groupe les espèces du genre Epichloë, Claviceps et Neotyphodium. Des organismes du 
genre Neotyphodium ont été découverts en premier lors de la mise en évidence de leur 
responsabilité de la toxicité d'herbes de prairies sur les animaux et leur impact économique et 
écologique a conduit à des recherches plus poussées sur ce groupe d'organismes (Bacon et al., 
1977; Schulz & Boyle, 2005). Les organismes de ce groupe sont mutualistes et colonisent 
l'espace intercellulaire des feuilles des plantes herbacées (Schulz & Boyle, 2005; Sanchez-
Marquez et al., 2012). 
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Les organismes de ce groupe ont la capacité de se transmettre de manière verticale 
(d'une plante à sa descendance) où des hyphes peuvent croître dans les graines comme les 
espèces du genre Neotyphodium, ou bien à la fois verticale et horizontale (avec propagation 
par production de spores pour colonisation d'autres plantes) comme celles du genre Epichloë 
(Saikkonen et al., 2004). Ce mode de transmission uniquement vertical de Neotyphodium est 
dû à la perte de reproduction sexuée, alors qu'Epichloë a encore cette capacité (Saikkonen et 
al., 2004). 
 
Au contraire des endophytes associés aux graminées, les mécanismes et les raisons 
poussant les endophytes à coloniser les plantes demeurent obscures. De plus on retrouve une 
très grande variabilité dans les types d'interactions entre la plante et le microorganisme 
colonisant, laissant supposer de multiples stratégies de vie. Parmi les hypothèses proposées 
pour expliquer ces stratégies de survie, il est supposé que la colonisation d'une plante 
permettrait principalement à un organisme endophyte de se protéger plus efficacement des 
stress biotiques et abiotiques en comparaison à un organisme de la rhizosphère (Hallmann et 
al., 1997; Schulz & Boyle, 2005; Rosenblueth & Martinez-Romero, 2006). 
 
La colonisation d'une plante par un endophyte est la réaction d'un équilibre antagoniste. 
Comme mentionné précédemment, les endophytes sont des organismes vivant à l'intérieur des 
plantes ne montrant pas de symptômes de maladie. Cependant les voies de colonisation 
utilisées par les endophytes sont similaires à celles utilisées par les pathogènes (Schulz & 
Boyle, 2005; Hyde & Soytong, 2008). Ils peuvent coloniser les plantes de manière 
opportuniste via une blessure, mais peuvent aussi pénétrer dans la plante au moyen 
d'exoenzymes de dégradation, ainsi que de production de métabolites phytotoxiques (Schulz & 
Boyle, 2005). 
L'équilibre antagoniste est le résultat d'un ajustement entre les réactions de virulence de 
l'endophyte nécessaires pour la colonisation de la plante, et la réaction de défense de la plante 
en réponse à la virulence de l'endophyte (Schulz & Boyle, 2005; Porras-Alfaro & Bayman, 
2011). Dès lors qu'un déséquilibre est introduit, le résultat se traduit par soit la virulence plus 
forte que les mécanismes de défense où l'endophyte devient pathogène, soit les défenses plus 
fortes que la virulence qui conduira au rejet de l'endophyte. 
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De plus on retrouve une grande diversité de colonisation des endophytes au niveau 
tissulaire d'une plante. La colonisation peut être définie selon le type d'organisme. Il a ainsi été 
découvert que les DSE peuvent se retrouver en colonisation intercellulaire mais aussi 
intracellulaire formant des structures appelée microsclérotes (Jumpponen & Trappe, 1998; 
Jumpponen, 2001; Schmidt et al., 2008; Porras-Alfaro & Bayman, 2011). La colonisation peut 
aussi être limitée à une seule cellule, ou systémique et s'étendre sur une plus grande zone 
(Stone et al., 2000). 
 
II.2 Les interactions plante-endophyte et leurs effets 
Les endophytes recouvrent une grande diversité d'organismes. On retrouvera ainsi un 
large spectre d'interactions différentes entre la plante et les endophytes. Ainsi une plante peut 
abriter des organismes plus ou moins bénéfiques pour elle. Dans le cas d'une interaction 
mutualiste, l'endophyte et la plante retirent tous deux d'un avantage. Les bénéfices retirés sont 
tout aussi variés pour les deux organismes. La plante peut bénéficier d'une augmentation de sa 
croissance (Petrini, 1991; Varma et al., 1999; Schulz et al., 2006; Rodriguez et al., 2009). Elle 
peut obtenir une résistance envers les stress biotiques avec la production de métabolites 
secondaires tels que des alcaloïdes induisant une toxicité nouvelle luttant contre l'ingestion de 
la plante ou encore des antibiotiques contre l'attaque de nouveaux pathogènes (Bacon et al., 
1977; Carroll, 1988; Clay, 2001; Selosse et al., 2004; Schulz & Boyle, 2005; Sieber, 2007; 
Melo et al., 2009). La plante peut aussi être protégée face aux stress abiotiques tels qu'une 
résistance accrue à la sécheresse (Schardl et al., 2004; Hamilton & Bauerle, 2012). Il est aussi 
supposé que la colonisation d'un endophyte active la résistance systémique induite de la plante 
et peut ainsi améliorer la réaction de défense contre les pathogènes. Les interactions plante-
endophyte montrent plusieurs similarités avec les interactions plante-pathogènes au niveau des 
réactions de la plante. Des études ont montrées que lors des deux types d'interaction, on trouve 
une augmentation de production de H2O2 ainsi qu'une activité de peroxydase à l'intérieur de la 
plante caractéristiques de la réponse hypersensible chez plante (Peters et al., 1998; Boyle et 
al., 2001; Bishop, 2002). Seulement, à la différence d'une infection pathogène, une interaction 
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plante-endophyte ne conduit pas à une maladie et il est supposé que l'activation des systèmes 
de défense demeure après la colonisation. 
 
Les endophytes sont des organismes très diversifiés. Les effets résultants d'une 
interaction plante-endophyte ont ainsi des conséquences très différentes selon les souches 
considérées, ainsi que l'hôte colonisé. 
Les DSE par exemple regroupent un ensemble de champignons ascomycètes 
conidiques et stériles colonisant principalement les racines des plantes (Jumpponen & Trappe, 
1998; Jumpponen, 2001). Ce groupe de champignons représente plus de 600 espèces de 320 
genres, et peut coloniser un grand spectre de plante, allant des plantes tropicales aux plantes 
arctiques (Jumpponen, 2001). Les DSE forment un groupe largement hétérogène, ayant des 
fonctions écologiques très diverses. Ils peuvent en effet faire des interactions mutualistes ainsi 
que des interactions pathogènes avec les plantes (Jumpponen, 2001; Andrade-Linares et al., 
2011a; Andrade-Linares et al., 2011b). La variabilité du résultat d'une interaction peut 
dépendre de la souche colonisant (Tellenbach et al., 2011), mais aussi des conditions 
environnementales (Johnson et al., 1997). Un stress environnemental peut aisément perturber 
l'équilibre antagoniste existant entre la plante et l'endophyte, résultant potentiellement en 
maladie ou en rejet de l'endophyte selon le déséquilibre. 
 
II.3 L'étude des endophytes 
Les résultats obtenus lorsque l'on étudie les endophytes dépendent fortement de la 
méthode employée (Guo et al., 2001). D'une part, les endophytes peuvent être étudiés 
directement par visualisation des organismes colonisateurs avec l'utilisation de matériel 
d'imagerie et de coloration des tissus (Jumpponen & Trappe, 1998; Jumpponen, 2001; Schmidt 
et al., 2008; Porras-Alfaro & Bayman, 2011). Cette méthode directe permet de voir les 
endophytes directement dans la plante, pouvant éliminer le doute sur le fait que l'organisme 
identifié est à l'intérieur ou non (endophyte ou épiphyte). Cette méthode comporte néanmoins 
le désavantage de ne pas permettre la détection facile d'endophytes de petite taille tels que les 
bactéries. 
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D'autre part, il est possible d'étudier les endophytes en procédant à leur isolation à 
partir de segments de plantes dont on a fait une stérilisation de surface (Schulz & Boyle, 2005; 
Schulz et al., 2006; Hyde & Soytong, 2008). De multiples biais de méthodes existent dans ces 
procédures. La stérilisation de surface est une étape importante de la méthode: elle doit être 
suffisamment bien faite pour éliminer les organismes épiphytes, mais se doit de ne pas trop 
endommager les organismes qui sont à l'intérieur de la plante (Schulz & Boyle, 2005; Schulz 
et al., 2006; Hyde & Soytong, 2008). Plusieurs méthodes de désinfection ont été proposées et 
le choix d'une méthode requiert quelques tests et ajustements. 
Une fois la stérilisation de surface faite, il est important de s'assurer de son efficacité 
en faisant une impression des segments stériles sur des milieux de culture et en vérifiant si des 
organismes apparaissent après quelques jours (Schulz et al., 1998; Sanchez-Marquez et al., 
2007). 
L'autre étape importante concerne la culture des organismes. L'utilisation de différents 
types de milieux de culture est nécessaire afin de récupérer un maximum de diversité 
d'organismes (Schulz et al., 2006; Hyde & Soytong, 2008). Les milieux couramment utilisés 
sont des milieux de culture traditionnels dilués à 10% par rapport à leur concentration normale 
(Schulz et al., 2006) car les champignons poussent en général plus facilement dans un milieu 
plus pauvre en nutriments. Dans le même sens, il est aussi possible d'utiliser différentes 
concentrations de milieux pour obtenir une diversité encore plus grande d'organismes, en 
utilisant des milieux encore plus dilués par exemple (Ferrari et al., 2011). 
Cependant cette technique montre ses limites. Plusieurs organismes ne pourront pas 
être récupérer car ils ne sont pas capables de pousser sur milieux conventionnels (Guo et al., 
2001; Duong et al., 2006), ou parce qu'ils poussent de manière très lente en comparaison à 
d'autres champignons présents sur le milieu (Taylor et al., 2000; O'Brien et al., 2005; Zhu et 
al., 2008). Les endophytes obligatoires seront aussi écartés de cette méthode, n'étant pas 
capable de pousser sans la présence d'une plante (Schulz & Boyle, 2005; Hyde & Soytong, 
2008). 
 
Enfin il est possible d'étudier la communauté endophyte d'un organisme par les 
techniques de la biologie moléculaire. Cette méthode permet potentiellement d'identifier toute 
la biodiversité des communautés endophytes, ce que les deux premières méthodes d'isolation 
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ne peuvent pas faire. Les différentes méthodes impliquent l'extraction totale d'ADN de 
l'organe, puis l'amplification de séquence avec des amorces spécifiques des champignons 
(séquences ITS de l'ADN ribosomiques) ou de bactéries (ADNr 16S). L'étude de la diversité 
peut ensuite se faire par clonage et séquençage de produits PCR (Guo et al., 2000; Guo et al., 
2001; Seena et al., 2008), ou par analyse de ceux-ci avec l'électrophorèse sur gel en gradient 
dénaturant (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) (Duong et al., 2006). 
L'amplification directe permet d'obtenir une plus grande diversité d'organismes 
endophytes et d'avoir une meilleure idée sur la structure des communautés microbiennes 
colonisant l'organisme. Par contre, elle ne permet cependant pas l'obtention des souches 
détectées et ainsi une analyse potentielle de l'effet des endophytes sur la plante. 
 
III. La phytorémédiation 
 
La phytorémédiation est l'utilisation de plantes afin de procéder à l'assainissement de 
sols contaminés (Cunningham & Berti, 1993). Cette méthode de décontamination des sols est 
beaucoup plus économique (environ 10 fois) et écologique que les méthodes traditionnelles 
impliquant des traitements physico-chimiques du sol (Salt et al., 1998; Pilon-Smits, 2005). 
Ces procédés traditionnels incluent l'excavation et stockage du sol, transport, lavage et 
traitements chimiques afin d'éliminer les contaminants, rendant cette technique très chère et 
utilisant beaucoup d'énergie (Chaudhry et al., 2005; Göhre & Paszkowski, 2006; Kaimi et al., 
2007). 
La phytorémédiation peut être appliquée pour les contaminations organiques et 
inorganiques (Salt et al., 1998). On retrouve plusieurs stratégies de phytorémédiation: la 
phytoextraction avec accumulation de contaminants dans la plante, puis collecte de la plante; 
la phytodégradation où la plante dégrade les polluants organiques; la rhizofiltration utilisant 
les racines de la plante pour éliminer les contaminants présents dans l'eau; la phytostabilisation 
ayant pour but de réduire la mobilité et la disponibilité des polluants dans l'environnement, 
ainsi que la phytovolatilisation pour volatiliser les polluants (Salt et al., 1998; Pilon-Smits, 
2005). On peut retrouver plusieurs de ces processus dans un même système de 
phytorémédiation (Hansen et al., 1998). 
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Les études sur la phytorémédiation se sont d'abord tournées vers les plantes hyper-
accumulatrices. Certaines plantes ont en effet la capacité d'accumuler de grandes quantités de 
polluants inorganiques dans leurs tissus (Salt et al., 1998). Des observations ont entre autre pu 
montrer de grandes teneurs en cobalt, cuivre, manganèse, plomb, nickel, zinc, sélénium, cuivre 
et cadmium dans les tissus des plantes (Baker & Brooks, 1989; Bañuelos et al., 1993; Brown 
et al., 1995; Salt et al., 1998; Vara Prasad & de Oliveira Freitas, 2003). 
La phytoextraction d'éléments inorganiques peut bénéficier de l'ajout de chélateurs 
dans l'environnement afin d'augmenter la disponibilité des contaminants pour la plante. L'ajout 
d'EDTA, d'EGTA et de citrate ont par exemple permis une meilleure extraction de plomb, 
cadmium et d'uranium des sols (Blaylock et al., 1997; Salt et al., 1998). 
 
Il existe un lien étroit entre les plantes et les microorganismes de la rhizosphère lors de 
la phytorémédiation, notamment dans la décontamination d'éléments organiques du sol 
(Siciliano & Germida, 1998; Ho & Banks, 2006). Les racines influencent la rhizosphère par 
des changements de pH, d'apport d'oxygène ainsi qu'en apportant une source d'énergie 
provenant de racines mortes ou d'exsudats riches en carbone (Marschner et al., 1986; Dennis 
et al., 2010; Lundberg et al., 2012). 
En plus de la rhizosphère, il a été montré que les plantes influencent les communautés 
endophytes qui les colonisent en réponse à la contamination du sol sur lequel elles poussent. 
Ainsi il a été trouvé que des plantes en milieu contaminé par des éléments nitro-aromatiques 
favorisent naturellement les organismes endophytes ayant les gènes de décomposition des 
composés nitro-aromatiques, et que ces souches étaient plus fréquentes dans la plante que dans 
la rhizosphère associée (Siciliano et al., 2001; Ryan et al., 2008). De plus les endophytes 
interagissent plus étroitement avec la plante que les microorganismes de la rhizosphère et 
pourraient potentiellement améliorer la phytorémédiation (Weyens et al., 2009; Weyens et al., 
2010; Li et al., 2012). 
 
La recherche sur les organismes endophytes associés aux plantes pour l'amélioration de 
la phytorémédiation représente une avenue prometteuse. Les études passées ont privilégiés la 
recherche portant sur les bactéries endophytes pour assister à la phytorémédiation, et peu de 
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choses sont connues parmi les champignons endophytes et leur association avec les plantes (Li 
et al., 2012). Les champignons endophytes ont une très grande plasticité développementale et 
sont aussi sources de nombreux métabolites secondaires (Tan & Zou, 2001; Schulz et al., 
2002; Hyde & Soytong, 2008). Ainsi, près de 4500 métabolites secondaires ont pu être isolés à 
partir de 6500 champignons endophytes de plantes herbacées et d'arbres par Schulz et al. 
(2002). D'autre part, dû à la complexité de structure de la lignine, les champignons 
lignolytiques émettent des enzymes extracellulaires à faible spécificité de substrat. On 
retrouve trois types d'enzymes parmi ces composés: des peroxydases de lignine, des 
peroxydases dépendantes au manganèse ainsi que des phénol-oxydases (laccases et tyrosinase) 
(Ball & Jackson, 1995; Hofrichter et al., 1998). Des expériences avec des enzymes pures ont 
montré que les enzymes lignolytiques peuvent dégrader les hydrocarbures aromatiques 
polycycliques (HAP) (Hofrichter et al., 1999). 
Par ailleurs de nombreux champignons appartenant aux genres Fusarium, Penicillium, 
Trichoderma, Aspergillus, Neosartorya, Pseudallescheria, Cladosporium, Pestalotiopsis, 
Phoma et Paecillomyces ont la capacité de produire des enzymes extracellulaires similaires 
aux enzymes de dégradation de la lignine pour métaboliser des hydrocarbures pétroliers 
(Naranjo et al., 2007). 
 
Une étude portant sur la phytorémédiation de sols contaminés au pétrole a montré une 
action bénéfique de la colonisation des plantes par des organismes endophytes. Dans leur 
étude Soleimani et al. (2010) se sont intéressés aux effets de la colonisation de deux espèces 
de graminées (Festuca arundinacea Schreb. and Festuca pratensis Huds.) par des endophytes 
clavipitaléens (Neotyphodium coenophialum et Neotyphodium uncinatum respectivement). Les 
auteurs ont trouvé que les plantes colonisées par les endophytes possédaient une biomasse plus 
importante que les plantes non colonisées. De même, la teneur en pétrole totale s'est vue 
diminuée dans les échantillons de sols avec les plantes colonisées, ainsi qu'une activité de 
déshydrogénase plus importante dans le sol (indicateur d'une plus grande activité microbienne 
du sol) dans ces mêmes conditions par rapport au sol des plantes non colonisées. 
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IV. Objectifs du projet 
 
Le projet de recherche s'inscrit dans le projet GenoRem sur la bioremédiation, avec 
l'étude des champignons endophytes en milieu pollué. Dans cet objectif, nous avons à notre 
disposition des plantes poussant en milieu contaminé avec des niveaux de pollutions extrêmes 
en hydrocarbures pétroliers (hydrocarbures aliphatiques, hydrocarbures aromatiques 
polycycliques (HAP), les polychlorobiphényles (PCB)) sur le site d'une ancienne usine 
pétrochimique dans la région de Montréal (Varennes, Québec). 
L'objectif principal de ma maîtrise est d'étudier les organismes endophytes des plantes 
poussant sur ce site contaminé, en utilisant les méthodes conventionnelles d'isolation sur 
différents milieux de culture, ainsi que d'en faire une identification moléculaire. L'axe de 
recherche portant sur les endophytes et leur utilisation dans la phytorémédiation est une 
nouvelle avenue prometteuse pour améliorer ces techniques. Les recherches entreprises ces 
dernières années ont été majoritairement faites sur les bactéries et ainsi peu de choses sont 
connues pour les champignons endophytes, aussi bien dans la caractérisation des 
communautés colonisant les racines d'une plante que dans le rôle qu'ils peuvent jouer dans leur 
symbiose avec la plante.  
 
IV.1 Objectifs spécifiques 
 
Mon projet de maîtrise se divise en deux volets: 
 
1) Isolation et identification moléculaire des champignons endophytes de plantes poussant 
naturellement en milieu contaminé 
- isolation de souches de champignons endophytes 
- identification moléculaire des souches en utilisant les ITS 
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2) Étude des structures des communautés des champignons endophytes en fonction de la 
contamination du sol 
- amplification directe des séquences de champignons endophytes de végétation 
poussant en milieu contaminé 
- analyse des structures de communautés des endophytes en fonction du type de plante 
et du niveau de contamination 
- évaluation des pressions environnementales sur le recrutement des endophytes par les 
plantes 
 
IV.2 Hypothèses de départ 
 
À partir des données existantes dans la littérature à ce jour sur les études des 
endophytes et de leur utilisation dans la phytorémédiation, nous savons que des endophytes 
colonisent les plantes poussant en milieu contaminé et nous posons les hypothèses suivantes: 
1) le recrutement des endophytes se fait de manières différentes selon les différentes 
espèces de plantes et selon le niveau de contamination des sols. 
2) l'isolement physique des souches de champignons endophytes ne permet pas un 
échantillonnage représentatif de la population des organismes endophytes. 
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I. Abstract 
Plant-roots inhabiting fungi is a universal phenomenon found in all ecosystems where 
plants are able to grow, even in harsh environments. Interactions between fungi with plant 
roots can vary widely from mutualism to parasitism depending on many parameters. The 
diversity and community assemblage of fungal endophytes in extremely polluted sites and 
their role on phytoremediation remains largely unexplored. In this study, we investigated the 
community structure of endophytic fungi in roots of two plant species growing spontaneously 
in petroleum-contaminated sedimentation basins of a former petro-chemical plant using 
pyrosequencing on ITS of ribosomal DNA and a culture-based isolation approach. Three 
individual plants of Eleocharis erythropoda and Populus sp. each were sampled in three 
adjacent basins that have different levels of petroleum hydrocarbon pollutants. We found that 
contamination level significantly shaped endophytic fungal diversity and community 
composition in E. erythropoda. Only 9.9% of the total fungal OTUs in 454 sequencing data 
were found in the three basins. However, fungal diversity and community structure of Populus 
sp. remained unchanged with 28.2% of fungal OTUs were shared among the three basins. This 
could be explained by the smaller differences of pollutant concentrations in Populus sp. basins 
compared to those of E. erythropoda. Culture-based approach allowed isolating 11 and 30 
fungal endophyte species from surface-sterilized roots of E. erythropoda and Populus sp. 
respectively. These isolates were ribotyped using ITS, whose sequences were found in 
pyrosequensing datasets. Our study demonstrated that extreme level of pollution reduced 
fungal diversity and shaped their community composition. This could help to develop 
strategies for improving phytoremediation using fungal endophytes. 
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II. Introduction 
Endophyte means literally any organism that lives inside a plant (from Greek endon = 
inside and phyton = plant). Endophytes encompass a broad variety of hosts and colonising 
organisms. The term endophyte usually refers to bacteria (Kobayashi & Palumbo, 2000) and 
fungi (Stone et al., 2000), but algae (Peters, 1991) and insects (Feller, 1995) can also be 
considered as endophytes in some occasions. Endophytic bacteria and fungi have been found 
in all plants studied so far, providing examples of the broad variety of colonising organisms as 
well as host organisms for endophytic interactions (Schulz & Boyle, 2005; Hyde & Soytong, 
2008). However, many definitions of the term endophyte exist but the most accepted is that an 
endophyte is an organism living in healthy plant tissues without any apparent disease 
symptoms (Petrini, 1991; Wilson, 1995; Stone et al., 2000; Schulz & Boyle, 2005). Therefore 
there are many different types of interactions between an endophytic organism and the plants 
spanning from mutualism (Sieber, 2002) to parasitism (Kogel et al., 2006; Paszkowski, 2006). 
In addition some latent pathogens are considered as endophytes (Schulz et al., 2006). Plants 
may benefit from the presence of endophytes such as increased growth (Petrini, 1991; Varma 
et al., 1999; Schulz et al., 2006; Rodriguez et al., 2009), and resistance against biotic (Bacon 
et al., 1977; Carroll, 1988; Melo et al., 2009) and abiotic stresses, e.g. drought tolerance 
(Schardl et al., 2004; Hamilton & Bauerle, 2012). 
The biodiversity of endophytic organisms has been increasingly investigated in the last 
decades, and methods of studying endophytes within plants have evolved over time. 
Endophytic detection was first carried out using microscopy and plant tissue staining for 
identification (Jumpponen & Trappe, 1998; Jumpponen, 2001; Porras-Alfaro & Bayman, 
2011). Isolation of endophytes using surface-sterilised plant tissues on growth media has been 
intensively used for bacteria and fungi (Schulz & Boyle, 2005; Schulz et al., 2006). Isolation 
methods have been showed to provide better results than microscopic observation, although 
they require a lot of effort and time, and could also be biased depending on the type of media 
used and sampling effort (Hyde & Soytong, 2008). In recent years, the study of endophytes 
has shifted towards culture-independent methods using molecular approaches such as PCR 
cloning and sequencing, as well as next-generation sequencing. These molecular approaches 
can be directly applied to any plant tissue and they can be used to study changes in community 
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structure of endophytes within plants. For example, some studies undertaken with Arabidopsis 
thaliana grown in different soils, revealed different patterns of endophytic bacteria inhabiting 
the plant roots (Bulgarelli et al., 2012; Lundberg et al., 2012). Studying the community 
structure of endophytes allows us to better understand the dynamics including taxonomic 
profile and relative abundance of living organisms within plant tissues as well as their putative 
roles in plant-growth promoting activities. 
Phytoremediation consists of using plants to remove pollutants from contaminated soils 
(Cunningham & Berti, 1993). This decontamination method is a cost-effective as well as 
environmentally friendly biotechnology compared to conventional methods involving 
excavation, transportation and soil disposal, as well as physical and chemical treatments (Salt 
et al., 1998; Pilon-Smits, 2005). These traditional processes usually include removing the soil 
from the contaminated sites for ex situ treatment and chemically removing pollutants, which is 
an expensive and energy demanding technology (Chaudhry et al., 2005; Göhre & Paszkowski, 
2006; Kaimi et al., 2007). Limits to phytoremediation use include efficiency of pollutant 
removal, longer treatment duration and the depth of treated soils (Chaudhry et al., 2005; Pilon-
Smits, 2005). Thus many attempts have been undertaken to enhance phytoremediation 
efficiency by selecting performing plant species and cultivars, and their associated 
microorganisms, such as rhizospheric microbes, endophytes and symbiotic microorganisms. 
Although many studies on endophytes have been reported, interactions between 
endophyte organisms and their host in particular in phytoremediation are still poorly 
understood (Soleimani et al., 2010). Furthermore bacterial endophytes have been traditionally 
much more studied than fungal endophytes while the fungal role in plant growth-promoting 
abilities remains unexplored in phytoremediation (Li et al., 2012). It has been shown that the 
use of endophytic fungi enhanced phytoremediation applications because of their 
developmental plasticity and production of variety of secondary metabolites and enzymes that 
could degrade or sequester pollutants (Tan & Zou, 2001; Schulz et al., 2002; Hyde & Soytong, 
2008). Soleimani et al. (2010) have studied the effect of two grass species Festuca 
arundinacea Schreb. and Festuca pratensis Huds. infected with endophytic fungi 
Neotyphodium coenophialum and Neotyphodium uncinatum respectively, on the degradation 
of petroleum hydrocarbon in a contaminated soil. The authors found that infected plants were 
able to decontaminate soils better than non-inoculated plants. However, the authors used 
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plants and endophytic strains that are not native to the contaminated site and the fungi used for 
inoculation belong to the Balansia group, a group of well-studied endophytic fungi known for 
their beneficial roles for grasses (Bacon et al., 1977; Schulz et al., 1993). 
The aim of this study was to investigate the community structure of endophytic fungi 
in roots of two plant species growing spontaneously in petroleum-contaminated basins of a 
former petro-chemical plant. These species were Eleocharis erythropoda and Populus sp. 
These plant species have been selected in this study because they were locally abundant and 
can be found in three adjacent basins that have different levels of petroleum hydrocarbon 
pollutants. Thee individual plants were sampled from three basins (no-contamination, low and 
extreme levels of contamination) for both species. Roots were subjected to DNA extraction 
and to 454 amplicon sequencing using ITS in order to evaluate the diversity of endophytic 
fungi and changes in community structures in the roots in response to levels of contamination. 
Fungal isolation procedures based on culture-dependant approach was also investigated and 
compared to that of amplicon sequencing. 
 
III. Materials and Methods 
III.1 Site description and sampling 
Sampling was done at the site of a former petrochemical plant located in the Montreal 
region (Varennes, 45°43 N, 73°22 W, Québec, Canada). The sampling site consisted of three 
sedimentation basins separated by dikes in which petroleum hydrocarbon wastes were dumped 
for many decades. We chose E. erythropoda and Populus sp., two plants that are 
spontaneously growing in these three basins for our study. Roots of these two plants were 
sampled in each basin. We collected three replicates of each plant in the three basins. The total 
sampling consisted of 18 root samples (2 plant species, 3 replicates in each 3 basins). These 
samples were used for pyrosequencing. 
In addition, composite samples were made by collecting three subsamples of roots that 
were cut in small pieces that were used for isolation of endophytes. Other composite soil 
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samples were also made by collecting three subsamples of rhizospheric soils that were used 
for chemical analyses for assessing petroleum hydrocarbon contaminants. 
 
III.2 Soil contamination analysis 
Soil analyses were performed by Maxxam Analytics (Montréal, Québec, Canada). We 
measured polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), aliphatic hydrocarbons C10-C50 and 
polychlorinated biphenyl (PCB). Soil analysis data are shown in Table 1. Analysis revealed 
concentrations of 3000, 41000 and 91000 mg.kg-1 of total petroleum hydrocarbon (TPH) in 
soil where E. erythropoda roots were sampled, and concentrations of 280, 380 and 9040 
mg.kg-1 of TPH where Populus sp. roots were sampled. 
 
III.3 Endophytic fungal isolation procedure 
Eleocharis erythropoda and Populus sp. root samples were used to isolate fungal 
endophytes. Root samples were processed immediately after their collection from the site. 
Roots were cleaned using tap water in order to remove soil particles and were put in 50 mL 
Falcon tubes. After cleaning, roots were surface-sterilized using the following procedure: roots 
were first washed three times in sterile water, followed by immersion in 3% H2O2 solution for 
4 min, 6% NaOCl solution for 7.5 min, 96% ethanol for 2.5 min and 3% H2O2 solution for 3.5 
min. Roots were rinsed three times between each treatment using autoclaved water and were 
rinsed again five times. The last rinsing water was then kept in a 50 mL Falcon tube to assess 
the presence of any microorganisms in order to test the surface sterilization efficiency. Root-
imprint on plates containing each media type (as described below), was another approach to 
test surface sterilization efficiency. 
Media used in this experiment were 0.1 x PDA medium (1/10 strength), 0.1 x Malt 
medium and Gel-Gro® medium containing 0.4% Gel-Gro® (ICN Biochemicals Aurora, Ohio, 
USA), plus 0.03% MgSO4 (Silvani et al., 2008). 100 µg.µL
-1 streptomycin was added to each 
medium. As a control, 150 µL of the last rinsing water were also plated on each medium in 
triplicates and incubated at 27°C. Surface sterilization efficiency was checked by following up 
the growth for potential contamination of microorganisms in media using both last rinsing 
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water and root-prints. In the meantime roots were cut in 5 mm segments and put on each 
medium for fungal endophytes isolation. For each sample (meaning samples for both plants 
sampled from each contaminated basin) a total of 90 root segments were put in culture with 5 
segments per Petri dish and 6 dishes per medium type. For Gel-Gro® medium root segments 
were placed inside a 150 µL drop of medium as described in Silvani et al. (2008). Plates were 
incubated at 27°C and check after five days for growth under binocular microscope for hyphae 
emerging from cut ends. Segments showing growing hyphae, were transferred and cultured on 
0.1 x Malt medium as per Silvani et al. (2008) description with a single fragment per plate and 
incubated at 27°C for growth. Fungal isolates were further subcultured in triplicates using the 
same culture media used for isolation. 
 
III.4 DNA extraction, PCR amplification and sequencing of isolated fungal 
endophytes 
For DNA extraction, pure fungal isolates were grown on liquid 0.1 x Malt media. DNA 
extraction was performed using E.Z.N.A.® Forensic DNA Kit (Omega Bio-Tek, Norcross, 
GA, USA) according the manufacturer’s instructions with an additional first step in which 
fungal mycelia were dried out on clean paper towel to remove liquid medium and heated at 
50°C in 1.5 mL tubes. Mycelia were crushed with liquid nitrogen using a micro pestle in the 
1.5 mL. No DTT buffer was used in the DNA extraction. Incubation time at step 5 of the 
protocol was 60 min and the final elution volume was 70 µL. 
PCR amplification of ITS regions was performed using ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') and ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') primers 
(White et al., 1990). PCR reactions were performed in volume of 50 µL containing 2 µL of 
DNA template, 1X of PCR Buffer, 0.4 µM of each primer, 0.25 mM of dNTPs, 1 µg.µL-1 of 
bovine serum albumin, 2.5 mM of MgCl2, 1 U of HotStar Taq polymerase (QIAGEN, 
Toronto, ON, Canada) or 0.75 U of Kapa Taq polymerase (VWR, Montreal, Québec, Canada). 
Cycling conditions were as follows: 15 min for HotStar Taq or 2 min for Kapa Taq at 95°C, 
32 cycles of 94°C for 30 sec, 55°C for 1 min and 72°C for 1 min, followed by a final 
elongation step of 72°C for 10 min. PCR reactions were run on MaterCycler Pro S 
(Eppendorf, Mississauga, Ontatrio, Canada). PCR patterns were revealed with agarose gel 
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electrophoresis using GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA). Positive PCR reactions were 
directly sequenced at the Genome Quebec Innovation Centre (McGill University, Montreal, 
QC). Geneious Pro v.4.8.5 (Drummond et al., 2009) was used to analyse sequences. Blast 
nucleotide searches were performed at the NCBI web site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  
 
III.5 454-Amplicon sequencing 
DNA of surface sterilised roots was extracted using DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 
Toronto, Ontario, Canada) according the manufacturer’s instructions. Roots were crushed 
using a mortar and pestle in liquid nitrogen. Soil DNA extraction was performed using 
NucleoSpin Soil kit (Macherey-Nagel, Toronto, Ontario, Canada) using 250 mg of soil and the 
lysis step as follows: samples were put in a Tissue Lyser (Qiagen, Toronto, Ontario, Canada) 
for 15 min at 3 Hz, and then in a FastPrep (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) 3 times for 
20 sec at speed 4. 
ITS amplicons were obtained using ITS1F (5'-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3') 
(Gardes & Bruns, 1993) and ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al., 
1990). Forward primers for each sample were tagged with unique multiplex identifiers 
(MIDs). PCR amplifications were done in a volume of 20 µL containing 0.275 µM of each 
primer, 415 ng.µL-1 of bovine serum albumin, 0.83 µL of Tween20 1% solution (v/v), 0.83 µL 
of dimethyl sulfoxide 0.275 mM of dNTPs, final concentration of 2.75 mM of MgCl2, 1X of 
Taq polymerase buffer, 0.5 U of Taq polymerase (QIAGEN, Toronto, Ontario, Canada) and 2 
µL of genomic DNA as a template. Amplicons were purified using the QIAquick PCR 
Purification Kit (QIAGEN, Toronto, Ontario, Canada). Triplicate samples were pooled 
together and DNA concentration was quantified using the Quant-iT PicoGreen dsDNA assay 
kit (Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada). All samples were then pooled together 
in an equimolar ratio and were sent to sequencing at the Genome Quebec Innovation Centre 
(McGill University, Montréal, Québec, Canada) using the 454 GS-FLX Titanium Lib-L 
chemistry (Roche, Laval, Québec, Canada). 
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III.6 Sequence analysis  
Sequences were pre-processed in mothur v1.29.2 (Schloss et al., 2009) and then 
imported in Qiime (Caporaso et al., 2010) for quality filtering. Low quality ends were 
trimmed using a moving window of 50 bp with a minimum quality score of 25. Reads shorter 
than 200 bp, longer than 1000 bp, with more than two ambiguities (Ns), with homopolymers 
longer than 8 bp, with two or more mismatches in the primer or barcode were eliminated. 
Reads were then pruned to a fixed length (400 bp) with mothur. Usearch v7.0 (Edgar, 2010) 
was used for chimera checking and clustering into OTUs. Singletons (i.e. OTUs represented 
by only one read) were eliminated because they are mostly artifacts that can be attributed to 
sequencing errors (Tedersoo et al., 2010). Finally, reads were mapped back into an OTU table 
and all global singletons (i.e. OTUs represented by a single sequence in the complete dataset) 
were eliminated. Taxonomy was assigned to each OTU consensus sequence using the UNITE 
database (Kõljalg et al., 2013) in mothur with a minimum bootstrap value of 60%. 
 
III.7 Statistical analysis 
All statistical analyses were conducted in R v.3.0.2 (R Foundation for Statistical 
Computing; available at http://www.R-project.org) and in mothur. In order to observe patterns 
in fungal endophytes diversity, we conducted OTU rarefaction analysis for individual samples. 
The ‘rarefaction.single’ command in mothur was used with 1000 iterations of re-sampling 
without replacement to compute both Chao total richness estimators (Chao, 1984) and Good’s 
coverage (Good, 1953), and to generate rarefied samples. A sampling effort curve showing the 
number of OTUs recorded in relation to the number of roots samples examined for both E. 
erythropoda and Populus sp. was also computed in mothur. Mean endophyte richness at the 
different contamination levels was calculated and compared using One-Way ANOVA in R 
with the ‘aov’ function of the ‘stats’ package’. Endophyte community composition in terms of 
OTUs was examined using a type of unconstrained ordination: a principal component analysis 
(PCoA). We used the Hellinger distance calculated in the ‘vegan’ package (Oksanen et al., 
2013) and the PCoA was computed using the ‘pcoa’ fonction of the ‘ape’ package (Paradis et 
al., 2004). 
 22 
 
IV. Results 
IV.1 Culture-based isolation of fungal endophytes from sterilized-plant 
roots 
A total of 41 endophytic fungal strains were obtained from E. erythropoda (11 strains 
in total) and Populus sp. (30 strains in total) roots. We isolated nine endophytes from E. 
erythropoda roots sampled in soils containing 3000 and 40000 mg.kg-1 of total petroleum 
hydrocarbon (TPH) while only two strains were successfully isolated from E. erythropoda 
roots sampled in soils containing extreme level of pollution (91000 mg.kg-1 of TPH). We 
isolated 23 and seven fungal strains from Populus sp. roots sampled in soil containing 280-380 
and 9040 mg.kg-1 of TPH, respectively (Table 2). Strain identification revealed that Fusarium 
and Leptosphaeria were the most represented genera with 5 strains belonging to each genus 
and were both isolated from Populus sp. roots. All the isolated endophytes belonged to 
Dikarya (Ascomycota and Basidiomycota). Thirty-nine isolates were ascomycetes and only 
two isolates were basiciomycetes. 
 
IV.2 Endophyte fungal diversity and community composition 
We used Amplicon 454-pyrosequencing to assess diversity and community 
composition of fungal endophytes in E. erythropoda and Populus sp. roots sampled in the 
three different sedimentation basins. A total of 721,191 raw sequences were initially retrieved 
from 18 root samples. After quality trimming, sequence filtering and standardizing the number 
of sequences per sample, a total of 217,086 sequences were recovered, which represent 30% 
of the raw sequences. Rarefaction curves of OTU richness reached saturation at each level of 
contamination for plant roots samples, Good’s coverage were close to 1 (Figure 1). Using a 
similarity threshold of 97% to cluster sequences belonging to the same OTU, a total of 592 
OTUs were recovered from endophytic fungal datasets. 
No significant changes in fungal diversity between contamination levels for both E. 
erythropoda and Populus sp. endophytic communities were found using ANOVA (Figure 2). 
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Community analyses were assessed using principal component analysis and did not show an 
effect of contamination levels on community structures for both E. erythropoda and Populus 
sp. (Figure 3). Samples from the same contamination level showed distinct compositions. 
Some communities from the 91000 mg.kg-1 contamination level showed slight overlap with 
those from the 41000 mg.kg-1 contamination in E. erythropoda roots, as well as a slight 
overlap between some communities from all three contamination levels in Populus sp. roots. 
The endophytic OTUs represented three fungal phyla: Ascomycota, Basidiomycora 
and Glomeromycota as well as other unclassified fungal taxa, although a large dominance of 
ascomycetes was observed across all contamination levels.  
Shifts in communities were different between E. erythropoda and Populus sp. fungal 
endophytes (Figure 4). Contaminated E. erythropoda samples (41000 and 91000 mg.kg-1 of 
TPH) were dominated by Dothideomycetes with as low as 44% and much as 97.46% of 
sequences affiliated to this class in 41000 mg.kg-1 of TPH samples, and the most OTUs 
belonged to the order Pleosporales. Root samples of contamination level of 3000 mg.kg-1 
showed a higher relative abundance of Sordariomycetes (mainly from the order Hypocreales) 
and unidentified Ascomycota.  
Populus sp. samples did not show a significant shift in taxonomic composition with 
Ascomycota dominating all samples. Leotiomycetes accounted between 10% and 20% of the 
total OTUs of the 280 mg.kg-1 of TPH samples. 
 
While Dothideomycetes dominated in E. erythropoda roots sampled in highly 
contaminated basins, unclassified ascomycetes were dominant in Populus sp. roots. 
We compared OTUs shared between samples of each plant (Figure 5). We found 9.9% 
and 28.2% of shared OTUs between the different contamination levels in E. erythropoda and 
Populus sp., respectively. Level of 41000 mg.kg-1 TPH contamination showed the greatest 
amount of unique OTUs in E. erythropoda, while the two other contamination levels (3000 
and 91000 mg.kg-1 TPH) showed similar percentage of unique OTUs. However, the 
community composition between these contamination levels was completely different with 
only 1.2% of shared OTUs. 
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V. Discussion 
It has been reported that community structure of soil microorganisms are influenced by 
environmental conditions such as contamination levels and vegetation (Ferrari et al., 2011; 
Bulgarelli et al., 2012; Abbai & Pillay, 2013; Bell et al., 2013; Chen et al., 2014). In this 
study, we investigated the changes in community structure of endophytic fungi in relation to 
contamination levels in two spontaneous plant species using high-throughput sequencing and 
isolation methods. Our results showed that there was no statistical change in endophyte 
diversity between contamination levels in each plant species with the Chao estimator. 
Furthermore PCoA did not show differences in community structures of endophytic fungi with 
changes in contamination levels for each plant species. However taxonomic composition 
showed different shifts in community compositions between E. erythropoda and Populus sp. 
where E. erythropoda showed a greater abundance of Dothideomycetes in the 41000 mg.kg-1 
and 91000 mg.kg-1 TPH samples which is not seen in the 3000 mg.kg-1 TPH samples. 
 
While previous studies generally showed a correlation between the increase of 
contamination levels and the decrease of soil microorganism diversity (Törneman et al., 2008; 
Ferrari et al., 2011; Bell et al., 2013), our results on root endophytic fungi did not clearly show 
the same pattern. These studies focused on soil microorganisms while we investigated 
endophytic fungi. The cryptic nature of endophytic fungi living inside their plant host roots 
compared to soil microorganisms may explain the differences in these results. Indeed, 
endophytic fungi may be more protected from environmental stresses and thus soil 
microorganisms might be more prone to changes in their community in case of such stresses 
such as petroleum contamination for example. Furthermore our study investigated endophytic 
fungal communities associated with spontaneous vegetation while Bell et al. (2013) 
investigated changes of community structures after the introduction of plant species in the 
disturbed field. The spontaneous vegetation and their associated root endophytic fungi may 
have had the chance to stabilize more over time and thus showed less variation than soils 
where introduction of plant species occurred. Plant species introduction can change 
environmental conditions such as soil nutrient availability via root exudation, leading to the 
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promotion of certain microorganisms in the rhizosphere (Van Breemen & Finzi, 1998; 
Reynolds et al., 2003; Bais et al., 2006). 
 
The abundance of Dothideomycetes in E. erythropoda roots growing in high levels of 
petroleum hydrocarbon levels is in line with findings of Ferrari et al. (2011) and Bell et al. 
(2013) where they found this group to be dominant in high hydrocarbon conditions. The genus 
Alternaria accounted for the majority of the Dothideomycetes sequencing reads found in E. 
erythropoda roots. While generally described as a plant pathogen (Thomma, 2003), some 
Alternaria species do not exhibit pathogen behaviour and might help plants to deter pathogens 
by showing potential antimicrobial activity (Gu, 2009). 
 
Our results suggest that studying microorganism community structures is highly 
dependent on the method used. Isolation methods using different types of media and 454 
sequencing did not reveal the same predominant genera. This is similar to the study of Stefani 
et al. (2014) where bacterial and fungal diversity in hydrocarbon-contaminated soils were 
assessed using culture-dependent and independent methods. Their results showed that 
microorganism isolation did not represent the most abundant OTUs found in 454 sequencing 
for both bacteria and fungi communities. 
 
VI. Conclusion and perspectives 
The results of our study show that in some cases endophytic fungi community structure 
in plants is shaped by levels of petroleum-hydrocarbon contamination. It also appears that 
culture-dependent and -independent methods do not promote the same strains, as the most 
abundant reads in 454 sequencing do not match with the most species recovered using 
isolation methods from samples taken from the same contamination levels. It is therefore 
important to better understand how endophytic fungi are recruited by plants and what their 
role is when inside the plant. This could potentially help develop newer and better strategies to 
improve phytoremediation using endophytic fungi. Improvement of such techniques could 
involve a better colonization of the soil by the plants with the help of endophytic fungi. Such 
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earlier colonisation of contaminated sites could in turn favor and stabilize soil microorganisms 
that are responsible in the decontamination processes involved in phytoremediation 
techniques. 
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VIII. Tables and figures 
 
Table 1. Concentrations of Petroleum hydrocarbon pollutants (polycyclic aromatic 
hydrocarbons [PAHs], alkanes [C10-C50] and total polychlorinated biphenyls [PBCs]) in the 
sediments of the three basins where Eleocharis erythropoda (E) and Populus sp. (P) plants 
were collected. Concentrations (mg.kg-1) above the accepted limits are in bold. 
 
 
Petroleum Hydrocarbons 
 
Accepted 
limit 
values[1] 
Concentrations (mg.kg-1) 
Basin 1 Basin 2 Basin 3 
E P E P E P 
P
o
ly
cy
cl
ic
 A
ro
m
at
ic
 H
yd
ro
ca
rb
o
n
s 
(P
A
H
s)
 Acenaphthene 100 760 150 620 <0.1 0.2 <0.1 
Anthracene 100 340 28 570 3.8 6.7 3.7 
Benzo(a)anthracene 10 21 7.2 83 0.7 1.5 <0.1 
Benzo(c)phenanthrene 10 9 3 39 0.3 1.3 <0.1 
Chrysene 10 23 8.8 99 1.2 1.1 <0.2 
Fluoranthene 100 97 30 300 0.5 2.8 <0.1 
Fluorene 100 710 78 630 0.2 0.3 0.1 
Naphtalene 50 11 52 150 <0.1 <0.1 <0.1 
Phenanthrene 50 2700 357 4300 <0.1 1 0.2 
Pyrene 100 150 47 440 1.9 14 0.1 
2-Methylnaphthalene 10 160 62 240 <0.1 <0.1 <0.1 
1-Methylnaphthalene 10 320 77 300 <0.1 <0.1 <0.1 
1,3-Dimethylnaphthalene 10 390 123 580 <0.1 <0.1 <0.1 
2,3,5-
Trimethylnaphthalene 
10 150 18 280 <0.1 0.2 <0.1 
Alkanes (C10-C50) 3500 41000 9040 91000 380 3000 280 
Polychlorinated Biphenyls 10 <1 <1 20 <0.01 0.3 0.1 
 
1Values corresponding to the maximum limit accepted for contamination of industrial areas by the Sustainable 
Development, Environment, Wildlife and Parks Department of the Province of Québec, Canada 
(http://www.mddefp.gouv.qc.ca/sol/terrains/politique/annexe_2_tableau_1.htm). 
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Table 2. List of isolated fungal endophytes from surface-sterilized roots of Eleocharis 
erythropoda (E) and Populus sp. (P). 
Isolate Roots 
TPH 
(g.kg-1) 
Identification Closest match (accession number, % identity) 
1 E 3 Unidentified fungus 01 Uncultured fungus (FM875862, 99%) 
2 E 3 Plectosphaerella sp. 01 Plectosphaerella cucumerina (JX431888, 99%) 
3 E 3 Plectosphaerella sp. 02 Plectosphaerella cucumerina (JX431888, 99%) 
4 E 41 Pleosporaceae sp. Uncultured Pleosporaceae (FM178248, 98%) 
5 E 41 Alternaria sp. Alternaria rosae (KC797650, 97%) 
6 E 91 Unidentified fungus 02 Uncultured fungus (JQ989297, 99%) 
7 E 91 Emericellopsis sp. Emericellopsis minima (U57675, 100%) 
8 E 3 Unidentified fungus 03 Uncultured fungus (JQ989297, 100%) 
9 E 3 Unidentified fungus 04 Uncultured fungus (JQ989322, 99%) 
10 E 3 Sordariales sp. 01 Uncultured Sordariales (JN802311, 98%) 
11 E 3 Sordariales sp. 02 Uncultured Sordariales (JN802311, 97%) 
12 P 9 Fusarium oxysporum 01 Fusarium oxysporum (JX045827, 99%) 
13 P 9 Unidentified fungus 05 Fungal sp. (GU566228, 99%) 
14 P 9 Penicillium sp. 01 Penicillium sp. (KF811430, 100%) 
15 P 9 Pleosporales sp. Pleosporales sp. (KC460810, 98%) 
16 P 9 Unidentified fungus 06 Uncultured fungus (KF800645, 99%) 
17 P 9 Ascomycota sp. Ascomycota sp. (AB566314, 100%) 
18 P 9 Schizophyllum sp. Schizophyllum commune (JN882337, 97%) 
19 P 0.3 Unidentified fungus 07 Fungal sp. (GU566255, 100%) 
20 P 0.3 Pythium sp. 01 Pythium sterilum (JQ898474, 98%) 
21 P 0.3 Leptosphaeria sp. 01 Leptosphaeria sp. (AB752252, 100%) 
22 P 0.3 Unidentified fungus 08 Fungal sp. (GU566255, 100%) 
23 P 0.3 Pythium sp. 02 Pythium periplocum (GU811234, 100%) 
24 P 0.3 Leptosphaeria sp. 02 Leptosphaeria sp. (AB752252, 99%) 
25 P 0.3 Cadophora luteo-olivacea C. luteo-olivacea (GU128589, 100%) 
26 P 0.3 Unidentified fungus 09 Fungal sp. (GU566294, 99%) 
27 P 0.3 Leptosphaeria sp. 03 Leptosphaeria sp. (AB752252, 100%) 
28 P 0.3 Fusarium oxysporum 02 Fusarium oxysporum (JX045827, 99%) 
29 P 0.3 Fusarium oxysporum 03 Fusarium oxysporum (KC254033, 100%) 
30 P 0.2 Unidentified fungus 10 Fungal sp. (GU566255, 100%) 
31 P 0.2 Rhodotorula sp. Rhodotorula sp. (AM160641, 98%) 
32 P 0.2 Unidentified fungus 11 Fungal sp. (GU566255, 100%) 
33 P 0.2 Unidentified fungus 12 Fungal sp. (GU566294, 100%) 
34 P 0.2 Fusarium oxysporum 04 Fusarium oxysporum (KC202938, 99%) 
35 P 0.2 Fusarium oxysporum 05 Fusarium oxysporum (HM179530, 100%) 
36 P 0.2 Penicillium sp. 02 Penicillium sp. (HQ850367, 100%) 
37 P 0.2 Unidentified fungus 13 Fungal sp. (GU566255, 100%) 
38 P 0.2 Penicillium sp. 03 Penicillium sp. (HQ850367, 100%) 
39 P 0.2 Leptosphaeria sp. 04 Leptosphaeria sp. (AB752252, 100%) 
40 P 0.2 Phoma sp. Phoma herbarum (JX077064, 99%) 
41 P 0.2 Leptosphaeria sp. 05 Leptosphaeria sp. (AB752252, 99%) 
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Figure 1. Rarefaction curve of OTUs in each root sample against the number of 454 reads 
excluding singletons. Analysis are based on 1000 iterations of re-sampling without 
replacement. 
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Figure 2. Endophyte diversity in of E. erythropoda and Populus sp. roots. Data show the 
estimated number of OTUs, as calculated by the Chao Richness Index on the sequences 
clustered at 97% nucleotide identity. Blue and dark-red colors show OTUs richness Populus 
sp. E. erythropoda, respectively. 
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Figure 3. Unconstrained ordination of fungal endophytes of E. erythropoda and Populus sp. 
roots. The fungal communities were binned at phylotype resolution and were ordinated using 
PCoA based on Hellinger distance. 
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Figure 4. Taxonomic composition of endophytic fungal communities recovered from roots of 
E. erythropoda and Populus sp. Bars show the frequency with which different taxonomic 
groups were recovered based on 454 pyrosquencing of the fungal ITS region. In total, 592 
fungal OTUs from three fungal phyla Basidiomycota, Ascomycota and Glomeromycota as 
well as other unclassified fungal taxa 
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Figure 5. Venn diagrams showing OTUs shared in percentage between contaminant levels for 
Eleocharis erythropoda and Populus sp. samples at 97% genetic similarity 
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Conclusion 
Dans cette étude nous nous sommes intéressés aux changements induits par les stress 
environnementaux sur les communautés de champignons endophytes présentes dans les 
racines de plantes poussant en condition de pollution extrême. 
Les résultats montrent un effet significatif du niveau de contamination sur la 
composition taxonomique des communautés endophytes des racines de E. erythropoda. Cet 
effet se traduit par une forte abondance de Dothidéomycètes dans les racines de E. 
erythropoda en condition de forte contamination en hydrocarbures. Les données montrent que 
les souches du genre Alternaria représentent pour la majorité du groupe des Dothidéomycètes. 
La comparaison des données de pyroséquençage et des données d’isolation de souches 
nous ont montré les méthodes basées sur la culture d’organismes ne favorisent pas l’isolation 
des espèces les plus abondamment représentées dans les données de pyroséquençage dans les 
plantes. 
Bien que les champignons endophytes isolés par méthodes classiques ou détectés par 
pyoséquençage possèdent une phylogénie proche d’organismes pathogènes ou saprophytes, 
leur rôle au sein de l’organisme hôte est encore inconnu et des études plus approfondies 
pourraient être faites afin d’en apprendre plus sur l’effet de la colonisation des plantes par les 
endophytes, ainsi que sur leur cycle de vie dans la plante. 
Ces résultats pourront potentiellement aider le développement de stratégies pour 
améliorer la phytorémédiation de sols contaminés en utilisant les champignons endophytes. De 
telles améliorations peuvent passer par une meilleure colonisation des sols contaminés par les 
plantes grâce à l'aide de champignons endophytes, ce qui favoriserait par la suite le maintien et 
le développement du microbiome du sol aidant ainsi à la dégradation des contaminants et à la 
dépollution des sols. 
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